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研究成果の概要（和文）：幼若赤血球にのみ侵入する三日熱マラリア原虫を、成熟赤血球にも侵

入できるようにするため、三日熱マラリア原虫のプロモーターで、成熟赤血球にも侵入できる

熱帯熱マラリア原虫の赤血球認識分子を発現する三日熱マラリア原虫人工染色体を作製した。

プロモーターの機能評価を完了し、セントロメア領域の評価の準備を完了した。患者から採取

した血液中の三日熱マラリア原虫への遺伝子導入プロトコールを作製した。 

 
研究成果の概要（英文）：In order to genetically modify Plasmodium vivax to invade into 
reticulocytes, I constructed artificial P. vivax chromosomes, from which a panel of 
Plasmodium falciparum erythrocyte ligands will be expressed under P. vivax 
merozoite-stage promoter. I also evaluated a transfection protocol to P. vivax obtained 
from infected patient in Thai field site. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 三日熱マラリア原虫の培養は、ヒト血液か
ら精製した幼若赤血球や、血色素症患者の血
液から得た幼若赤血球を用いる方法が報告
されているが、得られる幼若赤血球は微量で、
長期間の大量培養ができず、研究の大きなボ
トルネックとなっている。最近、ヒト臍帯血
中の造血幹細胞から幼若赤血球を作製し、三
日熱マラリア原虫の培養に用いる方法が発
表されたが、高価で量的にも実用的なレベル
での培養には少なすぎる。研究代表者はマラ
リア原虫の赤血球認識リガンドの赤血球侵
入における機能解析を行ってきたが、タイの
マラリア流行地株の解析を進めるうちに、タ

イの共同研究者 Sattabongkot 博士と三日熱
マラリア原虫の培養についても議論をする
機会があり、現在まで幼若赤血球を大量に調
整する方法にのみ着目して研究が進められ
ていたことに気づいた。そこで、今まで考慮
されていなかった原虫側の改変により、成熟
赤血球にも侵入できる原虫を作れば、培養系
が確立できるのではないか、との着想に至っ
た。 
 
２．研究の目的 
 
（１）流行地においてマラリア患者から採取
した血液中の三日熱マラリア原虫への遺伝
子導入の方法を確立し、（２）三日熱マラリ
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ア原虫のプロモーターから、成熟赤血球に侵
入することができる熱帯熱マラリア原虫の
種々の赤血球侵入関連分子を発現させる人
工染色体を作製し、（３）幼若赤血球のみな
らず、全ステージの赤血球に侵入できる三日
熱マラリア原虫を遺伝子改変技術により創
出することで実用的レベルでの三日熱マラ
リア原虫の培養系を確立することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 
 三日熱マラリア原虫に遺伝子導入し、成熟
赤血球に侵入する形質を付与することがで
きるプラスミドの設計にあたり、（１）熱帯
熱マラリア原虫の成熟赤血球を認識するリ
ガンド、（２）リガンドを三日熱マラリア原
虫にて発現するプロモーター、（３）導入し
たプラスミドが、三日熱マラリア原虫が増殖
するに当たり、効率よく娘細胞に伝わらせる
ことができるセントロメア領域（人工染色体
機能）、の３つのコンポーネントを組み込む
こととし、クローニングの後、できるものに
ついては機能評価を行った。 
 同時に、タイの流行地にてマラリア患者か
ら採取した血液中の三日熱マラリア原虫に
対してルシフェレース活性を指標に遺伝子
導入ができるかどうかの検討を、三日熱マラ
リア原虫で活性があると報告されている熱
帯熱マラリア原虫のプロモーターを用いて
行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）研究の主な成果 
 
①熱帯熱マラリア原虫の赤血球認識リガン
ドの選定とクローニング： 
 
 三日熱マラリア原虫の赤血球認識リガン
ドのうち、幼若赤血球にのみ接着し、成熟赤
血球には接着しないことが知られている網
状赤血球結合タンパク質(PvRBP)の熱帯熱マ
ラリア原虫相同体を中心として、RBP1、RBP2、
RH4、RH5、RH5-interacting-protein (RIPR)、
EBA-175、AMA1 の７つのタンパク質のクロー
ニングを行った。しかし、本研究を進める過
程で、AMA1は宿主赤血球認識に直接関与して
いないことが明らかとなったため、選択から
外した。また、RBP1と RBP2はともに約 8.8 kb
とサイズが大きいためであろうか、PCR 産物
のプラスミドへのクローニングが困難であ
り、将来的には赤血球認識ドメインのみを利
用することも考慮することとし、当面は対象
から外すこととした。最終的に残りの４つの
リガンド遺伝子についてクローニングを完
了した。 

 
②赤血球侵入期に働く三日熱マラリア原虫
のプロモーター領域のクローニングと評価： 
 
 PvRBP の５’非翻訳領域１ kb によりルシ
フェレースを発現する組換え熱帯熱マラリ
ア原虫を作製し、ルシフェレース活性を検討
したが、コントロールとして作製した他種マ
ラリア原虫相同体のプロモーターからの活
性は確認されたものの、PvRBP の５’非翻訳
領域１ kb からのルシフェレース活性は見ら
れなかった。非翻訳領域はマラリア原虫の種
類間で必ずしも保存されていないことが知
られているため、この結果は熱帯熱マラリア
原虫では PvRBPのプロモーターが認識されな
いのか、あるいは、使用した PvRBP５’非翻
訳領域 1 kbが短すぎた可能性が考えられた。
そのため、PvRBP５’非翻訳領域２ kbについ
て、三日熱マラリア原虫と系統的に比較的近
い位置にあるネズミマラリア原虫を用いて
評価をすることとした。その結果、2 種類評
価した PvRBPのうち、一つがネズミマラリア
原虫の相同体遺伝子の５’非翻訳領域と同等
レベルの転写活性を示した。つまり、この
PvRBP の５’非翻訳領域を、三日熱マラリア
原虫改変のために使用できることがわかっ
た。 
 
③三日熱マラリア原虫における人工染色体
の開発と評価： 
 
 現在までに報告されている熱帯熱マラリ
ア原虫とネズミマラリア原虫のセントロメ
ア領域の特徴を参考に、三日熱マラリア原虫
の４つの染色体よりセントロメア領域
（PvCEN）を PCR 増幅し、プラスミドにクロ
ーニングを試みた結果、一つの染色体のセン
トロメア領域を含むプラスミドを得ること
ができた。他の３つについては、クローニン
グした配列を確認したところ、部分的に削除
されており、最終プラスミドを得ることはで
きなかった。ちなみに、マラリア原虫のセン
トロメアの大腸菌によるクローニングが非
常に困難で時間を要し、本研究を進めるうえ
での律速段階の一つとなった。得られた
PvCEN を含むプラスミドと含まないコントロ
ール・プラスミドを含む組換えネズミマラリ
ア原虫を作出し、解析する準備を整えた。 
 一方、平成 24 年度にはオランダの霊長類
医科学研究所の Kocken 博士との共同研究と
して、サルマラリア原虫を用いた実験を行う
ことが可能となったため、クローニングした
PvCEN の機能をサルマラリア原虫を用いて評
価することとし、国内研究協力者の後藤博士
がオランダに２ヶ月間出張した。その結果、
PvCEN を含むプラスミドと含まないコントロ
ール・プラスミドを持つ組換えサルマラリア



 

 

原虫を作出することに成功した。さらに、こ
れらの組換えサルマラリア原虫を日本に輸
入する準備を整えた。 
 
④タイの流行地にてヒトから採取した患者
血液中の三日熱マラリア原虫に対する遺伝
子導入プロトコールの作成： 
 
 三日熱マラリア原虫への遺伝子導入条件
を検討するために、平成 23 年度は後藤博士
が、タイの研究協力者 Sattabongkot 博士が
維持しているマヒドン大学カンチャナブリ
キャンパスの三日熱マラリア研究センター
のもとに２カ月出張し、熱帯熱マラリア原虫
と三日熱マラリア原虫の混合感染した検体
を一つ得て、遺伝子導入を行い、ルシフェレ
ース活性を検出することができた。これによ
り、少なくとも予定していた遺伝子導入プロ
トコールにより患者由来の血液中マラリア
原虫に遺伝子導入することができることを
検証できた。一方、マラリアクリニックを訪
問する三日熱マラリア患者の血液中によく
見られる、侵入後からやや成長した栄養体は
遺伝子導入により死滅してしまうことが分
かったため、対象とする原虫は侵入直後の小
さな輪状体期に限定すべきことも明らかと
なった。しかし、この年は稀に見る大洪水に
よりバンコクが浸水の危機に陥り、研究を中
断し一時帰国せざるをえなくなり、マラリア
の流行時期を逃してしまい、十分な数を検討
する事が出来なかった。平成 24 年度には
Xangsayarath博士が２カ月出張し、実験に適
する輪状体の三日熱マラリア原虫を一検体
得、遺伝子導入を行ったがルシフェレース活
性は検出できなかった。この条件下で電気穿
孔による遺伝子導入を行った三日熱マラリ
ア原虫を 25 時間培養した後に観察すると、
熱帯熱マラリア原虫であれば活性が検出で
きるであろうと予想されるぐらい十分な数
の原虫が発育していたため（最終赤血球感染
率 0.12%）、用いた熱帯熱マラリア原虫のプロ
モーターは三日熱マラリア原虫では活性は
あるものの、その強さが弱い可能性が考えら
れ、適切なプロモーターを用いれば転写活性
を検出する事が可能であると考えた。 
 
（２）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
 
 今回、流行地でマラリア患者から採取され
た患者血液中のマラリア原虫に直接、電気穿
孔により遺伝子導入を行うプロトコールを
世界で初めて確立した。現在、マラリア原虫
への遺伝子導入は実験室で確立された培養
株や動物モデルでのみ行われているが、将来
的に、自然な状態で患者体内で発育している
マラリア原虫を遺伝子導入の手法で解析す

るに当たり、少なくとも熱帯熱マラリア原虫
については、今回確立した方法が基礎的な条
件を提供することになる。 
 また、本研究は三日熱マラリア原虫の赤血
球侵入期プロモーター活性を他種マラリア
原虫種で世界で検出したものである。さらに、
完全に評価は完了してはいないものの三日
熱マラリア原虫の人工染色体を世界で初め
て構築した。この人工染色体の構築にはかな
り時間を要したため、本人工染色体は、将来、
三日熱マラリア原虫の遺伝子改変の必須の
ツールとなるものと考えている。 
 
（３）まとめと今後の展望 
 本研究の遂行にあたり、多くのハードルが
あり、研究期間中に予定した全ての実験を行
うことができなかった。 
 ①まず、人工染色体作製のためのセントロ
メア領域のクローニングに多大の時間を費
やした。しかし、最終的には完成することが
できた。 
 ②続いて、三日熱マラリア原虫の非翻訳領
域・セントロメア領域の機能解析が次の律速
段階となった。これらの領域がマラリア原虫
の種類間で必ずしも保存されておらず、また、
三日熱マラリア原虫の近縁種であるサルマ
ラリア原虫の培養株が、国内に存在しなかっ
たためである。しかし、本研究期間中にオラ
ンダの研究者に共同研究を提案し、本解析に
適したサルマラリア原虫を代表研究者の手
元に入手できることとなった。そのため、こ
れらの解析は近日中に完了する予定である。 
 ③最後に、タイのマラリアクリニックに来
院する三日熱マラリア患者のうち、遺伝子導
入実験に適した患者は、輪状体期の原虫に感
染している患者のみであることがわかり、対
象を絞ることができるようになった。また、
患者血液中の三日熱マラリア原虫への遺伝
子導入プロトコールについても、間接的な観
察の結果ではあるが、現在のものを使用する
ことで妥当であるとの結論に至ったため、今
後は当初に予定した実験、すなわち、作製し
た熱帯熱マラリア原虫分子を発現する三日
熱マラリア原虫用人工染色体を三日熱マラ
リア原虫に遺伝子導入し、成熟赤血球で効率
よく増殖できる原虫を得ることができるか
どうかを検討する予定である。 
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